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Tet Mémomer, par M. N. SAKHAROFF pr Tirus 
(Avee la planche XV.) 


La découverte des hématozoaires chez les oiseaux, faite par 
M. Danilewsky, a été confirmée par plusieurs observateurs. 
Grace aux travaux de MM. Celli, Sanfelice, Grassi, Pfeiffer et 
principalement de M. Danilewsky, la morphologie de ces para- 
sites est a présent bien connue. En abordant ce sujet, je laisserai 
de cété les faits solidement établis par les observateurs sus- 
nommés, et je ne m/’arréterai que sur les questions qui ne sont 
pas encore résolues. Telle est la question de la nature des corps 
a flagelles et des leucocytozoaires. 


Les corps @ flagelles. 


Ces formes parasitaires, découvertes aussi par M. Laveran 
dans le sang des hommes malariques, sont bien connues de ceux 
qui s’occupent des hématozoaires. Néanmoins ces corps restent 
jusqu’a présent énigmatiques. J’exposerai ici les opinions des 
quelques savants sur ce sujet. Laveran regarde les corps a 
flagelles comme les éléments les plus caractéristiques parmi les 
parasites du paludisme. Il attribue au flagelle détaché une vie 
indépendante. M. Danilewsky crvit que les corps & flagelles, 
appelés par lui polimitus, sont une espece séparée d’hémato- 
zoaires, véritable infusoire du sang analogue au Grassia rana- 
rum (Fisch). D’aprés Grassi et Felleti, les corps a flagelles sont 
des formes pathologiques. Ils se forment hors de l’organisme et 
leur formation précéde la mort des parasites. Canalis regarde 
ces formes comme un stade évolutif des hématozoaires. 
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Cette variété @’ opinions, due & l’absence d’arguments incon- 
testables, prouve que la nature véritable de ces corps est encore 
inconnue. 

En étudiant cet été les corps a flagelles, je me suis convaincu 
que leur observation al’état frais est peu instructive, parce que 
nous ne pouvons voir la structure fine du parasite, qui se détruit 
vite sous nos yeux. En outre, ses mouvements énergiques en — 
empéchent l’observation détaillée. Il semble donc nécessaire de 
fixer le parasite et de le colorer ensuite. J’ai déja décrit une 
méthode de coloration par le violet de gentiane, mais cette 
méthode ne permet pas de saisir la structure du parasite, a 
cause de la coloration uniforme qu'elle lui donne. J’ai mieux 
réussi en colorant ces corps parle procédé de M. Romanowsky. 
Apres la fixation dela préparation pendant deux heures a la tem- 
pérature 115-120°, on la colore par le mélange d’éosine et de 
bleu de méthyle pendant vingt-quatre heures. 

Les parasites se colorent en bleu, leurs noyaux en rouge ou 
violet, les noyaux des hématies en violet foncé (presque noir), 
leur protoplasme en rose ou grisatre. 

J’ai fait mes recherches sur les corps a flagelles chez les cor- 
beaux jeunes retirés de leurs nids. Dans le sang de ces corbeaux, 
qu’on m/’avait rapportés des régions les plus paludéennes du 
Caucase, j’ai trouvé ces formes parasitaires en grand nombre, 
méme dans les préparations desséchées immédiatement apres le 
prélévement du sang. Ils se rencontreut en plus grand nombre 
dans les préparations conservées & l'état frais pendant cing 
a dix minutes dans la chambre humide et ensuite desséchées. 

On sait que les corps a flagelles, avant leur formation, sont 
inclus dans les hématies, Commencons donc notre description 
par cette forme intracellulaire. Elle est représentée surla pl. XY. 
L’intérét principal consiste dans la-structure du noyau du para- 
site, bien visible grace 4 sa grandeur et sa coloration intense en 
rouge. Ce noyau présente ou un corps avec ses jets, ou une 
agglomération plus ou moins serrée de filaments chromatiques 
(fig. 1-3). Ces filaments présentent parfois une forme qui rappelle 
celle des figures karyokinétiques (v. fig. 4, 5). Les vraies figures 
karyokinéliques (voir fig. 6) se rencontrent rarement. Ce fait, 
peut-élre, s’explique par la sensibilité extréme de ces corps 
vis-a-vis des influences extérieures. 
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Sur Jes figures 7-12 nous voyons les parasites immédiatement 
avant leur excapsulation des’ hématies ; sur les figures 413-17 ils 
sont déja excapsulés. Dans toutes ces formes nous trouvons le 
méme proces: Ja séparation du noyau en quelques filaments 
isolés et la sortie des filaments du parasite. Les filaments sortis, 
qui sont évidemment les flagelles, ne se distinguent en rien des 
filaments encore inclus dans le parasite. ‘Tous les deux ont par- 
fois & leur extrémité le renflement souvent décrit chez les 
flageiles, Ja méme forme courbe, et sont colorés identiquement 
en rouge ou violet. Les mémes filaments se rencontrent a l’état 
libre dans les différentes parties de la préparation. Le parasite 
abandonné par les filaments chromatiques se détruit: il se 
gonfle et se colore difficilement par le bleu de méthyléne. Enfin 
ses contours deviennent invisibles, et nous trouvons a sa place 
seulement un amas de granulations de mélanine et quelques 
filaments chromatiques (v. fig. 18). Je crois que ces derniers se 
détruisent aussi : on peut le voir sur les préparations fraiches. 
A priori, il est impossible d’admettre que les filaments séparés 
du protoplasme soient capables d’un développement ultérieur. 

Que signifie donc la sortie des filaments chromatiques au 
point de vue biologique? 

J’admets que nous avons ici affaire 4 un trouble dans la 
karyokinése, provoqué par le changement de la température et 
d’autres conditions physico-chimiques. En effet, j'ai vu quelques 
fois que le protoplasme des corps 4 flagelles se divisait en deux 
parties. Cette division est fréquente chez les corps a flagelles des 
leucocytozoaires, comme nous verrons plus loin. Par analogie, 
nous devons regarder aussi la formation des flagelles dans le 
sang malarique de l’homme comme un proces de sortie des 
filaments cbromatiques. Malheureusement l’observation est ici 
plus difficile, par suite de la disposition particuliére du pigment 
dans les corps 4 croissants, qui se transforment en corps a 
flagelles. Ce pigment, en entourant de tous cdtés le noyau, 
empéche de voir sa structure et son mode de scission, qui doit 
étre sans doute karyokinétique. M. Romanowsky regarde la 
scission des parasites des fiévres tierces comme aussi karyoki- 
nélique. Comme ils donnent aussi des corps 4 flagelles, nous ne 
pouvons qu’étre d’accord avec lui. 

La figure 20 représentel’autre forme mobile des hématozoaires, 


Me MePraage 


804 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


décrite par M. Danilewsky sous le nom de pseudo-vermiculus. [] est 
intéressant de comparer cette forme avec les corps 4 flagelles. Le 
pseudo- vermiculus a aussi deux phases d’existence : intracellu- 
laire et libre. Mais, contrairement aux corps aflagelles, cette forme 
parasitaire a un petit noyau compact et arrondi, qui reste sans 
aucune modification apres la sortie du parasite des hématies. En 
errant entre les hématies en forme de fuseaux mobiles, elle se 
nourrit de ’hémoglobine des hématies : on peut voir que plusieurs 
hématies touchées par le parasite perdent leur coloration jaune 
et deviennent invisibles. Ces particularités prouvent que cette 
forme parasitaire, contrairement aux corps a flagelles, n’est pas 
pathologique. Ainsi nous pouvons diviser les hématozoaires 
libres des oiseaux en deux catégories : les parasites avec 
un noyau normal, ou les formes vivantes (corps fusiformes), et 
les parasites avec un noyau détruit ou absent (les formes mou- 
rantes ou les corps a flagelles). De ce que la structure de leurs 
noyaux est tout a fait diverse, on peut conclure que ces deux 
calégories appartiennent & deux espéces distinctes de parasites. 

A notre avis, la sortie des filaments chromatiques des parasites 
et leur mouvement énergique 4 |’état libre dans le plasma du 
sang est un fait qui peut avoir une valeur générale dans la 
biologie cellulaire. 


Leucocytozoaires chez les oiseau. 


Les leucocytozoaires ne nous sont connus que grace aux 
observations de M. Danilewsky, qui les a décrits brisvement dans 
ses ouvrages divers. Dans sa Parasitologie comparée du sang, 
il mentionne les sphéres incolores sans mélanine, légerement 
granulées, de dimension qui surpasse toutefois la dimension des 
hémocytes, avec enveloppe contenant un grand noyau. Ces 
spheres, qu’il a trouvées dans le sang de la chouette, sont capables 
de se transformer en corps a flagelles. L’article francais‘ fournit 
des indications plus précises, et décrit ainsi ces formes : 

« Ces parasites ont l’aspect d’un grand corps fusiforme et 
incolore, dont la partie centrale est granuleuse. Le noyau allongé 
est disposé excentriquement. Quelquefois la masse granuleuse 
a une forme sphérique ; une mince capsule incolore et légérement 
plissée l’enveloppe distinctement. » 


1, Annales Pasteur, 1890. 
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Il regarde ces formes comme un stade intracellulaire du 
développement du polimitus, qui différe du polimitus développé 
dans les hématies par sa dimension plus grande et le manque 
complet de granulations de mélanine. Il les nomme polimitus 
major. Une cytocapsule qui renferme un leucocytozoaire n’est 
pas, @aprés M. Danilewsky, un leucocyte, mais est un héma- 
toblaste. Les formes jeunes des leucocytozoaires se rencontrent 
dans la moelle des os. Ce sont de petits corps ovales ou sphé- 
riques enveloppés par une couche presque homogéne de proto- 
plasme. On n’a pas encore pu y constater de noyau. 

Dans le travail publié en allemand, M.-Danilewsky commu- 
nique quelques faits qui ne sont pas d’accord avec ceux que nous 
avons mentionnés tout a l’heure : 1° dans les sphéres granuleuses 
qui représentent le premier stade du polimitus, on peut: voir 
im vivo un noyau rond, clair (représenté sur Je dessin avec des 
contours trés nets); 2° ces spheres, avant leur transformation 
en polimitus, donnent naissance a plusieurs corps homogénes de 
grandeur variée, munis de flagelles. Ce mode de formation des 
polimitus est propre aux leucocytozoaires, tandis que chez les 
hémocytozoaires les polimitus se forment en nombre unique. 

- C’est tout ce que nous savons des leucocytoaires, et, comme 
Ja description donnée par M. Danilewsky est incomplete et laisse 
place & des malentendus a propos des questions indiquées, je 
crois devoir communiquer mes observations sur ces parasiles, 
que j'ai rencontrés en grande abondance chez diverses espéces 
d’oiseaux. Outre cela, je trouve ces parasites trés intéressants au 
point de vue de la théorie phagocytaire. Nous avons ici affaire 
avec des étres capables de vivre et de se multiplier dans les 
leucocytes, contrairement aux hémocytozoaires, qui périssent 
apres leur englobement. Il faut chercher ici s'il y a lutte, dans 
le sens de M. Metchnikoff, entre ’organisme et Jes parasites, et, 
sil enest ainsi, quels sont les moyens de défense chez les leuco- 
cytozoaires contre l’action phagocytaire des leucocytes. 

J'ai trouvé les leucocytozoaires chez les corbeaux, freux et 
pies. Quoiqu’ils présentent chez ces especes d’oiseaux des 
formes analogues, néanmoins je préfére les décrire séparément 
pour chaque espece. Dans ce mémoire, je me bornerai aux 
leucocytozoaires des corbeaux et des freux. 

A. Les leucocytozoaires des corbeaux. — Je les ai trouvés avec 
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les parasites des hématies. Ils présentent le plus souvent les 
formes décrites par M. Danilewsky sous le nom de sphéres granu- 
leuses, qui se transforment parfois en corps a flagelles. Nous ne 
répéferons pas ici leur description, faite par M. Danilewsky ; 
notons seulement quelques détails supplémentaires. Dans le 
sang des corbeaux, ces formes ne présentent jamais la forme fusi- 
forme représentée par M. Danilewsky sur ses dessins. 

Je n’ai pas pu distinguer le noyau dans ces parasites a l'état 
frais. Dans les préparations colorées par le mélange d’éosine et 
de bleu de méthyle, on peut y voir une tache, d’une teinte rose, 
avec des contours indistincts (fig. 21). Comme cette tache 
s'observe dans la plupart des parasites, c’est évidemment le 
noyau, peu visible, grace a la présence dans les parasites de 
nombreuses granulations colorées en bleu foncé. Outre les 
granulations, nous voyons dans plusieurs parasites de trés petites 
vacuoles (fig. 22). Comme ces vacuoles se transforment, dans les 
parasites plus grands, en fentes irréguliéres, ce sont probablement 
des interstices entre les granulations. 

J’ai observé plusieurs fois la formation des flagelles chez ces 
corps, et je me suis convaincu que ce phénoméne est ici plus 
capricieux que chez les hémocytozoaires, et ne s’accomplit pas 
sous une forme aussi netle que chez ces derniers. Dans les pré-- 
parations oules leacocytozoaires granuleux étaient en abondance, 
la formation des flagelles avait lieu chez trés peu de parasites, 
et les autres restaient inaltérés, méme & une trés longue obser- 
vation. Le proces commence ordinairement par un mouvement 
des granulations, puis le parasite luirméme commence 4 se 
mouvoir pendant quelque temps. A ce moment, apparaissent 
a sa périphérie un ou plusieurs flagelles, gui s’éloignent vite 
du parasite. Tout ce proces se produit si promptement que je n’ai 
pas pu voir la relation des flagelles avec le parasite. Aprés 
la disparition des flagelles, le mouvement du parasite cesse 
et leur aspect redevient ce gu’il était avant. Contrairement 
aux corps & flagelles des hémocytozoaires, ils ne se détruisent 
pas sous les yeux de l’observateur, quoique, par analogie, nous 
puissions croire avoir ici le méme proces de sortie des fila— 
ments chromatiques que nous avons décrit plus haut. 

Les sphéres granuleuses sont les formes stables; nous les 
rencontrons sans aucun développement ullérieur chez un méme 
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oiseau pendant un temps indéfini. Je n’ai pas vu leur scission 
chez les corbeaux. Le seul changement que j’aie pu voir dans 
ces parasites est leur dégénérescence ; ils deviennent plus grands, 
leur protoplasme se rarétie, et les vacuoles mentionnées plus haut 
se transforment en fentes irrégulitres. Ils ne se colorent plus 
d’une facon aussi intensive qu’auparavant. Toutes ces particula- 
rités morphologiques prouvent que les sphéres granuleuses sont 
des formes analogues aux corps & croissant dans le sang mala- 
rique de eae et se multiplient aussi par scission karyokiné- 
tique. 

Des modifications trés inléressantes se produisent dans la 
structure du noyau des leucocytes occupés par les parasites 
décrits. Ces noyaux deviennent minces et longs comme une 
bande et entourent le parasite (v. fig. 20 et 21). Cette bande se 
colore en violet foncé, dans d'autres cas elle dégénére et se 
transforme en réseaux qui deviennent de plus en plus elairs 
jusqu’a la destruction complete. 

Dans le méme sang des corbeaux, nous avons trouvé en 
grand nombre d’autres formes parasitaires, qui sont aussi rondes, 
mais se distinguent des sphéres granuleuses par l’absence de 
granulations (vy. fig. 23, 24). Elles se colorent en bleu grisatre et 
sont de grandeur variée. Leur noyau n’est pas toujours visible. 
{la les contours irréguliers, ou se sépare en corpuscules ou fila- 
ments, qui ont une disposition rappelant les figures karyokiné- 
tique (v. fig. 25). Chez ces formes j’ai vu la formation des 
flagelles. Ce proces consiste ici aussi dans la sortie des filaments 
chromatiques, comme on peut le voir sur les figures 27-30. Parfois 
le parasite se transforme en quelques corps ronds de grandeur 
diverse. Dans ces cas, un filament chromatique peut traverser 
deux corps (vy. fig. 27). Chez les parasites décrits on peut voir, 
quoique peu nettement, la scission du parasite en sphéres accol- 
lées en forme de mure (v. fig. 26). 

Les modifications du noyau des leucocytes contenant ces 
formes parasitaires sont aussi remarquables. Il entoure le para- 
site presque sur toute sa périphérie. Son bord extérieur est 
régulier, tandis que le bord adhérent au parasite est raboteux ou 
rongé. Les parasites ne remplissent pas entitrement toute la 
cellule occupée par eux; entre les parasites et la membrane du 
leucocyte, nous trouvons une partie considérable de protoplasme 
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homogene (v. fig. 26). Evidemment, nous avons ici affaire a 
des parasites, attaquant le noyaw et le détruisant peu a peu. Ce 
sont donc des haryophages. 

En observant les phases diverses des parasites décrits, je 
me suis convaincu que les propriétés karyophages sont des plus 
marquées chez ces parasites jeunes. Ces propriétés, je crois, 
sont absentes chez les corps granuleux, qui représentent le stade 
ultérieur des parasites. Les noyaux des leucocytes en forme de 
bandes minces, que nous voyons chez les corps granulés, ont pris 
évidemment cette forme a cause de la pression. En terminant la 
description des leucocytozoaires des corbeaux, je me permets 
d’émettre l’hypothése que ces parasites résistent aux phagocytes 
en attaquant el en détruisant leur noyau, cette partie essentielle 
du leucocyte. 

Leucocytozoaires des freux. — Les spheres granuleuses 
trouvées dans le sang des freux, contrairement a celles que 
nous avons rencontrées chez les corbeaux, sont incluses dans 
les cellules avec les noyaux bien conservés. Ces noyaux sont 
presque toujours d’une forme ovale ou semi-lunaire avec les 
contours réguliers. lls sont disposés a cété du parasite et se 
colorent toujours intensivement en violet (voir la fig. 36). Les 
sphéres granuleuses des freux sont tout a fait identiques & 
celles des corbeaux *. Nous passons donc aux autres formes 
parasitaires, que j'ai rencontrées chez les freux jeunes en 
grande variété. Dans ces cas, les hématies ne contenaient pas 
un seul parasite, condition trés favorable pour l’observation 
des leucocytozoaires. 

Nous allons commencer notre description par les formes Jes 
plus jeunes. Ce sont des corpuscules ovales ou fusiformes, de la 
méme dimension que les granulations éosinophiles, qui sont 
souvent aussi fusiformes chez les oiseaux. Ils se distinguent de 
ces derniers par la présence du noyau coloré en rouge ou violet, 
entouré par le protoplasme coloré en bleu, tandis que les granu- 
lations éosinophiles se colorenten rouge uniforme (comparer 
les fig. 42 et 43). Ces corpuscules, qui sont é6videmment les spores 
des leucocytozoaires, se trouvent ordinairement dans les petits 


1. Dans ces derniers temps, j’ai trouvé enfin la scission de ces formes en deux- 
parties, qui est représenté sur la figure 37, 
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leucocytes avec peu de protoplasme (lymphocytes et leucoblastes) 
et beaucoup plus rarement dans les leucocytes plus grands avec 
protoplasme abondant. On les rencontre aussi souvent libres ou 
accolés aux bords des grandes taches roses, qui sont, comme 
nous verrons, les noyaux dégénérés (lig. 39). Ces spores ne se 
_ rencontrent jamais dans les leucocytes éosinophiles. Nous croyons 
que les corpuscules fusiformes énigmatiques, trouvés par 
M. Pfeiffer dans le sang de falco tinnunculus, sontidentiques avec 
les spores des eee. 

Le noyau des spores a la forme d’un corpuscule rond ou 
d'un batonnet plus ou moins courbé. Ces spores, en grandis- 
sant, se développent en parasites adultes. Nous avons pu suivre 
tous les stades de ce développement. Leur noyau se divise en 
quelques trés petits corps disposés en forme de cercle, ou en deux 
amas, ou enfin irrégulitrement (voir fig. 38). A mesure de la 
croissance du parasite, le noyau perd la netteté des contours. 
Dans les parasites les plus grands, les noyaux sont compléte- 
ment invisibles. Nous avons déja décrit le méme proces de 
disparition des noyaux chez les hémamibes des fiévres irrégu- 
heres *, ou il ne doit pas étre considéré comme un acte de dégé- 
nérescence des parasites : ces derniers continuent leur dévelop- 
pement et subissent la scission. 

Au contraire, chez les leucocytozoaires des freux, la disparilion 
des noyaux signifie la dégénérescence : les parasites privés des 
noyaux ne secolorent plus guére parle bleu de méthyléne, et les 
formes les plus grandes restent tout a fait incolores (v. fig. 34 
et 35). Leur scission n’a pas été observée. 

Au contraire dece quia lieu pour les leucocytozoaires des cor- 
beaux, chez les freux, on trouve dans un leucocyte plusieurs 
parasites, qui se disposent autour du noyau de leucocyte, ou le 
long de son bord (voir fig. 31-33). Les leucocytozoaires des freux 
se distinguent aussi de ceux des corbeaux quant a leur action 
sur les noyaux des leucocytes. 

4, M. Marcararaya, dans son travail, Sule febre malariche estivo-autumnali, 
page 36, fait observer que ces parasites décrits par moi dans ces Annales 
(4891, VIL) sont les mémes qu’il a décrits antérieurement sous le nom de para- 
sites des fiévres d’été et d’automne (en 1889). Je suis d’accord avec lui, mais jo 


me permets de remarquer que le cycle d’évolution de ces parasites a élé indiqué 
par moi aussi en 1889, dans un travail russe (Malaria sur le chemin de fer trans- 


caucasien). ' 
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Leurs contours ne présentent jamais les indentations que 
nous avons vues chez les noyaux des leucocytes des corbeaux. 
Ils sont ordinairement disloqués 4 cdté du leucocyte, ou ils restent 
au milieu, entourés par les parasites, qui produisent a leur 
périphérie des enfoncements (fig. 33). Ces enfoncements sont 
évidemment le résultat de la pression due @ la croissance du 
parasite. Toutes ces particularilés prouvent que les leuco- 
cytozoaires des freux, contrairement 4 ceux des corbeaux, ne sont 
pas karyophages. Ils détruisent les leucocytes et laissent leurs 
noyaux intacts. 

Il est nécessaire d’étudier les modifications ultérieures des 
noyaux qui restent libres apres la destruction des leucocytes. 

Nous trouvons souvent dans le sang des freux des grandes 
taches faiblement colorées en rose, avec des contours indistincts. 
D’un cété de ces taches, le long du bord, se disposent ordinai- 
rement quelques spores ou quelques leucocytozoaires adultes. 
En observant les stades variés de la formation de ces taches, je 
me suis convaincu qu’elles représentent les noyaux des leuco- 
cytes, distendus et & moitié détruits. Leur destruction est pro- 
duite par l’action du plasma sanguin : le méme aspect se retrouve 
chez les noyaux des hématies aprés la destruction de leur proto- 
plasme par les parasites. Il ne faut donc pas attribuer a action 
des parasites la destruction des noyaux des leucocytes chez les 
freux. 

Si ces parasites ne sont pas karyophages, quels sont leurs 
moyens de défense contre les phagocytes? 

D’abord, nous devons indiquer que la lutte finit ici souvent 
par la destruction et la dégénérescence des parasites. Comment 
done les autres résistent-ils aux phagocytes? 

M. Danilewsky, en répondant a cette question, admet que les 
parasites pénétrent, non dans les leucocytes, mais dans les héma- 
toblastes, dont l’action phagocytaire est insuffisante. Ainsi, les 
parasites et les hématoblastes continuent parallélement leur 
développement. 

Kn effet, nous avons vu que les spores et les parasites jeunes 
(qui ont le noyau bien conservé) se rencontrent le plus souvent 
dans les lymphocytes et les hématoblastes. Je crois donc 
que l’explication de M. Danilewsky est vraisemblable pour les 
leucocytozoaires des freux, mais Je ne puis admettre cette expli- 
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cation par rapport aux karyophages des corbeaux, qui n’ont pas 
besoin de ce mode de défense. | 

Je n’ai pas pu trouver les stades de scission de ces leuco- 
cytozoaires en forme de rosettes ou de mires. Ils étaient absents 
aussi dans la moelle des os et dans les organes parenchymateux. 
Je doute donc de l’existence de ces formes chez les leucocyto- 
zoaires décrits, comme chez les hémamibes des corbeaux. Dans 
mon mémoire prochain, je reviendrai sur cette question. 


EXPLICATION DE LA PLANCHE XY. 


Fig. 1-20. — Les hémocytozoaires des corbeaux. 
1-3. — Les formes intracellulaires de qui proviennent les corps 4 fla- 
gelles. Leur noyau est bien coloré en violet. 
4-6. — Les mémes formes parasitaires avec le noyau en scission karyo- 
kinétique. 
7-12. — Les stades variés de la séparation du noyau par filaments chro- 
matiques et de la sortie des filaments du parasite. 
13-18. — Le méme procés chez les formes excapsulées. 
149. — Le corps fusiforme mobile (pseudo-vermiculus de M. Danilewsky). 
20. — Son stade intracellulaire. 
Fig. 21-30. — Les leucocytozoaires des corbeaux. 
21-22. — Les formes stables (sphéres granuleuses de M. Danilewsky), 


Les noyaux des leucocytes les entourent en forme de bandes. 

23-25. — Les formes développantes incorporées dans les noyaux des leu- 
cocytes (sphéres homogénes). 

26. — La méme forme en voie de scission. 

27-30. — Les mémes formes libres en voie de transformation en corps 
a flagelles. 


Fig. 341-41. — Les leucocytozouires des freux. 
31-33. —- Les formes jeunes avec le noyau bien visible. 
34-35. — Les formes dégénérées. 
36. — La forme stable (sphére granuleuse de M. Danilewsky). 
37. — La scission de cette forme. 
38. — Les formes jeunes disposées le long du bord du noyau dégénére. 
39. — Les spores disposées de la méme maniére. 
40. — Les formes libres. 
41... — Les spores inclusés dans le lymphocyte. 


42. — Les granulations é¢osinophiles: 
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RECHERCHES SUR WINFLUENCE DES EXTRATTS DE THYMUS 
HT DAS TESTICULES SUR LINPECTION CHARBONYEUSE 


Par M. tr D’ A. GRAMATCHIKOFF pe Satnt-Piérerspoura 


(Travail du laboratoire de M. METCHNIKOFF.) 


De nombreuses recherches, publiées dans ces derniéres 
années, ont démontré que certains produits des cellules micro- 
ee empéchent le développement des bhactéries infectieuses 
dans l’organisme animal. Une maladie aussi terrible que laf- 
fection charbonneuse des lapins peut étre prévenue et empé-— 
chée par des injections de cultures stérilisées du bacille pyo- 
cyanique ou du pneumo-bacille de Friedlaender, deux microbes 
tres différents de la bactéridie. 

Sont-ce seulement les produits bactériens qui exercent cette 
influence bienfaisante, ou bien celle-ci peut-elle étre également 
obtenue a l’aide de produits cellulaires des animaux supé- 
rieurs? 

Cette question, que je me suis mis a étudier, était d’autant 
plus justifiée qu'il existe dans la littérature certaines indica- 
tions d’une influence vaccinante d’extraits du thymus et d’au- 
tres organes, notamment des testicules, contre le charbon. 

Les premiéres données positives & ce sujet ont été publiées 
pat Wooldridge’. Ge savant se servait d’extraits de thymus 
frais et finement haché, macéré pendant vingt-quatre ‘heures 
dans de l'eau. Le liquide filtré, tres louche, renferme, d’aprés 
Wooldridge, la substance fibrinogene qui est précipitée par 
Pébullition. Pour empécher cette coagulation pendant la stéri- 
lisation par la chaleur, il alcalinisaitle liquide de facon a don- 
ner au papier de tournesol une teinte bleue manifeste. Woold- 
ridge préparait deux sortes de liquide: 1°un extrait trés alcalin, 
dans lequel les bactéridies se développent abondamment, con- 
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servant leur virulence (le liquide, méme filtré a travers le 
papier, n’est point toxique et ne confere pas l’immunité contre le 
charbon a des Japins); 2° un extrait faiblement alcalin, dans 
lequel le bacille charbonneux ne pousse que tres mal; mais 
ces cultures, stérilisées par la chaleur, vaccinent les lapins 
contre l'inoculation consécutive du virus bactéridien. 
Wooldridge explique ces actions différentes par le fait que le 
liquide peu alcalin renferme plus de substance fibrinogene a 
Pétat libre. De la il est arrivé & supposer que ces extraits fai- 
blement alcalins, préparés avec le thymus et les testicules, 
pourraient bien tout seuls conférer l’immunité contre le char- 


bon. En injectant de pareils extraits de substance fibrinogéne, ' 


stérilisés par la chaleur, il a réussi & vacciner deux lapins 
contre le charbon. 

M. Wright‘ a confirmé ce résultat. Il s’est servi de la 
méthode suivante : des glandes finement hachées sont macérées 
pendant douze heures avec addition de chloroforme, a la raison 
de 4:200. L’extrait aqueux est ensuite passé a la centrifuge et 
filtré. Dans le liquide trouble ainsi obtenu, la substance fibri- 
nogene est précipilée par l’acide acélique (0,5 c. c. d’acide a 
33 0/0 pour 100 gr. d’extrait). 

Le précipité est recueilli sur le filtre et lavé d’abord avec 
la solution physiologique de chlorure de sodium et ensuite avec 
de l'eau distillée. Tous les liquides employés doivent étre lége- 
rement acidulés avec de l’acide acélique pour empécher Ja dis- 
solution de la substance fibrinogéne. Le précipité lavé, recueilli 
sur le fillre, est dissous dans une solution de soude a 1 0/0; on 
le filtre d’abord & travers le papier et ensuite a travers une 
bougie Chamberland. 

Le liquide ainsi préparé a été injecté par M. Wright a douze 
lapins, dans le but de les vacciner contre le charbon. Plusieurs 
ont, en effet, résisté & Vinoculation d’épreuve, mais un lapin 
témoin a également résisté 4 la méme dose de virus charbonneux. 

La question de la propriété vaccinante de l’extrait du thymus 
a 6lé plus tard étudiée par MM. Brieger, Kitasato et Wasser- 
mann 2. Mais ces auteurs n’ont obtenu que des résultats 
négatifs. 

4. British medical Journal, sept. 1891. 

2. Zeitschr f. Hygiene, 1892. 
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Le liquide de thymus, tel quel, injeclé comme moyen 
prophylactique, n’a jamais pu-vacciner des animaux contre le 
charbon. Il est vrai que les auteurs cilés se sont servis de sou- 
ris et non de lapins, comme dans les expériences de Wooldridge 
et Wright. 

Par contre, des cullures de différentes bactéries (tétanos, 
diphtérie, choléra, typhus, etc.), préparées dans l’extrait de 
thymus et stérilisées a 65°, ont donné, d’aprés lavis de 
MM. Brieger, Kitasato et Wassermann, une immunité acquise 
x différents animaux contre l’introduction des microbes corres- 
pondants. Pour le charbon, cette méthode a été moins efficace. 
Seules quelques expériences avec la rate de cobayes charbon- 
neux, broyée avec du bouillon de thymus et chauffée 4 75°, ont 
donné de meilleurs résultats. Des souris ont été préventive- 
ment traitées avec ce liquide pendant quinze jours, et ensuite 
éprouvées avec du virus charbonneux. Les souris traitées mou- 
raient, mais beaucoup plus tard que les témoins. 

MM. Brieger, Kitasato et Wassermann préparaient leur extrait 
comme il suit : deux ou trois glandes de thymus, bien broyées, 
étaient mélangées avec un poids égal d’eau stérile et mainte- 
nues dans une armoire a glace pendant douze heures. Le mélange 
était d’abord passé a travers la mousseline et ensuite le résidu 
soumis a la presse. Le liquide trouble et muqueux ainsi obtenu 
était alcalinisé avec une solution de soude a 1 °/, en suivant les 
regles indiquées par Wooldridge. Dilué avec de l'eau, il était 
ensuite stérilisé dans l'appareil de Koch pendant un quart 
d’heure. 

Comme les résultats négatifs de MM. Brieger, Kilasato et 
Wassermann ont été obtenus sur des souris, animaux beaucoup 
plus sensibles au charbon que les lapins, j’ai voulu me placer 
dans les conditions exactes des expériences de Wooldridge et 
Wright. Mais, avant d’exposer les données que j’ai recueillies, 
je dois d’abord faire quelques remarques préliminaires. | 

Je me suis servi de l’extrait du thymus et des testicules. 
Pour avoir toujours & peu pres la méme quantité de substance 
fibrinogéne, je prenais dans toutes mes expériences la méme 
proportion de glandes et d’eau : 1: 2 (ainsi que cela se fait dans 
Ja préparation du bouillon nutritif). Le thymus et les testicules 
ont été employés a l’état le plus frais. Dans les cas ot je lais- 
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sais macérer les organes hachés, j’employais de l’eau chloro- 
formée a raison de 1: 200. Cetle précaution était nécessaire non 
seulement pour empécher la putréfaction, mais aussi pour éviter 
la diminution du fibrinogéne qui, d’apr’s M. Salkowsky, est 
sujet a l’autodigestion. : 

Imitant rigoureusement les conditions des expériences de 
Wooldridge et Wright, je m’arrangeais pour que mes liquides 
soient toujours de réaction neutre. Les liquides, préparés d’apres 
la méthode de Wooldridge, étaient stérilisés par l’ébullition 
aprés une alcalisation préalable ; ensuite ils étaient filtrés & tra- 
vers le papier suédois. Le liquide filtré, louche et opalescent, 
renfermant de petits flocons de substance fibrinogéne, était sté- 
rilisé & Pautoclave pendant un quart d’heure. Les liquides, pré- 
parés d’apres M. Wright, étaient stérilisés & Vaide de la bougie 
Chamberland. 

Mes expériences ont été exéculées uniquement sur des lapins. 
Les animaux, apres avoir été traités avec les liquides fibrino- 
genes, ont élé éprouvés avec des cultures charbonneuses, injec- 
lées dans le tissu sous-cutané. Quelquefois le traitement avec des 
extraits des glandes était prolongé jusqu’a la fin de l’expérience 
d’épreuve. Les liquides étaient introduits, suivant la série de 
Vexpérience, tantdt dans la veine auriculaire, tantét dans le 
péritoine ou bien sous la peau. 

Le charbon employé appartenait souvent a la race asporo- 
gene (Roux) ou bien était sporogene, comme d’habitude. En 
tout j’ai sacrifié 57 lapins. Dans toutes mes expériences, j’in- 
jectai 4 un Japin 1c. c. d’une émulsion de culture (sur gélose 
glycérinée) dans du bouillon. 

J’ai fait encore plusieurs expériences avec des substances 
albuminoides mémes, préparées avec du thymus et des testi- 
cules. Des organes frais, lavés dans de ]’eau stérile, étaient fine- 
ment hachés et mélangés avec du sable stérilisé en une sorte de - 
pate consistante. La masse ainsi obtenue était pressée a un filtre- 
presse, préalablement stérilisé par !a chaleur. Le liquide épais 
et brunatre ainsi préparé était débarrassé des particules suspen- 
dues A l'aide d’une filtration & travers un entonnoir en soie 
stérilisé. Les liquides albumineux clarifiés étaient aussitét 
injectés 4 des lapins. Dans les cas ot je voulais les conserver 
plus longtemps, je les diluais avec un volume double de solu- 
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tion physiologique de N C! et les filtrais & travers la bougie 
Chamberland. =i 

Je commencerai par mes expériences avec les substances 
propres des glandes. 


Expériences avec des liquides frais du thymus et des testicules. 


Si on injecte une ou deux gouttes de liquide, préparé d’apres 
la méthode que je viens d’indiquer, dans la veine auriculaire 
d’un lapin, celui-ci manifeste, quelques minutes apres, des con- 
vulsions violentes, suivies, cing & dix minutes apres, dela mort de 
Panimal. L’autopsie révéle toujours la coagulation du sang 
dans des sinus de l’encéphale. Six lapins, injectés de cette 
facon, ont tous donné le méme tableau pathologo-anatomique. 
En raison de l'impossibilité d’un traitement par injection dans 
les vaisseaux, } introduisais les liquides dans le péritoine et sous 
la peau. 

Des deux séries d’expériences, une a été faite avec la bacté- 
ridie asporogene, une autre avec la race produisant des spores. 

Premiere série. Le virus dont je me suis servi dans cette série 
était un charbon asporogéne. Un demi-centimétre cube d’émulsion 
dans le bouillon tuait un lapin adulte.en deux ou trois jours. 
Des deux groupes d’animaux, un a été traité par des injections 
sous-cutanées des albumines fibrinogenes, un autre par des 
injections intrapéritonéales du méme liquide. 

Le premier groupe était composé de six lapins, dont trois 
furent traités avec des injections sous-culanées du liquide testi- 
culaire et trois autres avec de l’extrait du thymus. La quantilé 
de liquide injecté variait de 1 a 2c. c. Le traitement préventif 
avec ces substances durait dix jours. Les lapins manifestaient 
un amaigrissement progressif. Le résultat a été complétement 
négalif; tous les animaux traités mouraient du charbon en 
méme temps que les témoins non traités. 

Le deuxiéme groupe, traité par des injections intrapérito- 
néales, a été préparé deux mois plus tard. Il était aussi composé 
de 6 lapins: 3 traités avec du liquide du thymus, 3 autres traités 
avec du liquide testiculaire frais. Avant Pinoculation d’épreuve, 
il a été fait 8 Anjectiong préventives avec des doses de liquide 
variant de 1 & 2,5 c. c. Les animaux maigrissaient rapidement. 
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Trois Japins résisttrent au virus charbonneux, dont un Japin, 
traité par l’extrait du thymus, un autre traité avec le liquide tes- 
liculaire et un troisitme Japin témoin, qui n’avait subi aucun 
traitement. Ce résultat est done conforme a celui de Wright et 
peut étre expliqué par la virulence trop faible et inconstante de 
la bactéridie asporogéne. Un cobaye inoculé avec 1 ¢. c. du 
méme virus n’a succombé qu’au bout de quatre jours et demi. 
Des lapins neufs résistérent souvent a cette bactéridie. 

J'ai répété cette expérience avec des liquides albuminoides 
du thymus et des testicules, liquides non slérilisés par la 
chaleur, avec un nouveau lot de lapins et dans les conditions 
suivantes. Je me suis servi, pour éprouver la résistance, d’un 
charbon sporogenetres actif. Le traitement préventif, exécuté sur 
6 lapms, a été pratiqué pendant 9 jours, avec des doses de 1 a 
2,5 c. c. Mais son effet a été nul, car tous les lapins sont morts 
ducharbon en méme temps que Je lapin témoin. Cette expérience 
confirme donc cette conclusion que la survie de trois lapins, dans 
lexpérience précédente, était due & l’inactivité du virus. 

Dans une nouvelle expérience de cette série, six lapins neufs 
ont été traités avec l’extrait de thymus, filtré 4 travers la bougie 
Chamberland. Je dois mentionner ici que ces liquides filtrés se 
distinguaient notablement des liquides qui n’avaient pas élé 
filtrés 4 travers la bougie. L’injection intraveineuse des pre- 
miers ne provoquait jamais la mort des animaux et n’amenait 
pas d’amaigrissement appréciable. Dans quelques cas, les pre- 
miéres injections occasionnaient une hyperthermie passagere. 
Des six lapins, trois ont été traités par des injections intravei- 
neuses, trois autres par des injections intrapéritonéales. Comme 
les animaux supportaient bien ces injections, les doses employées © 
étaient considérables. Ainsi les lapins nos 4, 2 et 3 recurent 
dans l’espace de 6 jours 94, 67 et 30 c. c. dans la veine. Trois 
autres lapins recurent pendant le méme temps 76, 67 et 30 c. c. 
de liquide dans le péritoine. L’inoculation d’épreuve a été faite 
avec du charbon sporogene. Tous les lapins, les traités aussi 
bien que letémoin, mouraient du charbon typique. Il faut cepen- 
dant noter que les lapins n°s 1, 2, 3 sont morts beaucoup plus 
tard que les autres. 
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Deuxieme série. Eaxpériences d’'apres la méthode de 
Wooldridge. 


Ces expériences aussi ont été exécutées avec la hactéridie 
sporogéne et asporogéne. Le traitement préventif consistait en 
injections de la substance fibrinogene du thymus et des testi- 
cules. 

Dans une premitre expérience, sept lapins ont été soumis a 
six injections préventives de l’extrait duthymus de veau, préparé 
d’apres la méthode de Wooldridge. Chaque injection était faite 
a dose de 245 c. c. Quoique linoculation d’épreuve ait été faite 
avec Ja bactéridie asporogéne, tous les lapins sont morts du 
charbon typique. Mais, tandis que le témoin est mort en 
46 heures, les Japins traités ont vécu pendant 70, 90, 102, 72, 
70 et 60 heures. 

Pour vérifier le résultat de cette expérience, j’en ai fait une 
autre, dans laquelle 6 lapins ont été traités pendant 28 jours 
d’apres la méthode de Wooldridge. Il a été pratiqué en tout 
12 injections. 

Deux lapins n°®* 4 et 2 ont été traités par des injections sous- 
cutanées : un d’eux a regu 24, l’autre 60 c. c. Des quatre autres 
lapins, traités ae des injections péritonéales, len® 3 a rega 12 
Je n° 4, 24; le n°5, 60, etle n° 6, 120 c. c. Une semaine aprés le 
derniére aor ane les lapins ont été éprouvés chacun par 
1c. c.d’émulsion de culture du charbon sporogéne. Le lapin 
témoin est mort en 70 heures; les lapins 1 et 2 en 70-80 heures, 
le n° 3, en 134 heures; le n° 4, en 100 heures; le n° 6, en 
105 heures. Le n°5 est mort 20 heures avant le témoin (mort en 
50 heures). 

Les expériences avec l’extrait des testicules, préparé d’apreés 
la méthode de Wooldridge, ont donné le méme résultat que 
celles avec le liquide du thymus. 

Des quatre lapins d’expérience, deux ont été traités avec le 
liquide testiculaire, injecté sous la peau; deux autres avec le 
méme liquide introduit dans le péritoine. Les deux premiers 
ont été ensuiteéprouvés avec du charbon sporogene, deux autres 
avec la bacléridie asporogéne. 

Aprés inoculation d’épreuye, le traitement était continué 
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avec le méme extrait de testicules. Malgré cette précaution, 
tous les animaux d’expérience sont morts du charbon en méme 
temps que les lapins témoins. oF 

Le traitement préventif avec des substances albuminoides du 
thymus et des testicules, préparées d’aprés la méthode de 
Wright, n’ont pas préservé les lapins contre l’inoculation 
d’épreuve. Seize lapins employés pour l’expérience sont tous 
morts du charbon. 

Le premier groupe (5 lapins) a été soumis au traitement 
préventif et a été encore traité apres l'inoculation du virus. Le 
résultat a été négatif: tous les animaux sont morts charbon- 
neux. Le méme insuccés a suivi le traitement de six autres 
lapins avec l’extrait testiculaire. 

Cing lapins ont subi pendant 34 jours le traitement préventif 
avec l’extrait du thymus, préparé d’apres la méthode de Wright. 
Ils ont recu 14 fois des injections préventives. Le lapin n° 1 a 
recu en tout 24c¢. c., le n® 2, 70 c. c.; tous deux dans le tissu 
sous-culané. Quatre autres lapins ont été traités dans le péri- 
toine avec des doses suivantes: n° 3, 14; n° 4, 70; n* 5 et 6, - 
140 c. c. Dix jours apres la dernieére injection, les lapins ont été 
éprouvés avec le charbon sporogéne. Le résultat de cette expé- 
rience a été complétement négatif. 

On peut donc conclure de tout l'ensemble de mes expériences 
que lextrait du thymus et des testicules n’exerce aucune influence 
vaccinante contre le charbon des lapins. 


sa 


. TA DESTRUCTION DU VIRUS CHARBONNEUX 
SOUS LA PEAU DES ANIMAUX SENSIBLES 


Docent d’Hygiéne, Assistant aux laboratoires de Ja Direction de la Santé publique, 4 Rome. 


L’intéressant article de M. Metchnikoff sur Pimmunité dans 
les malades infecticuses ' asoulevé de la part de M. Pekelharing * 
quelques objections au sujet de la propriété bactéricide du sang 
vis-a-vis des spores charbonneuses: celte propriété est admise 
par le savant de l'Université d’Utrecht comme un fait établi 
sur des bases irréfutables. 

M. Pekelharing se rapporte, sur cette question, a quelques 


expériences publiées il y a trois ans*, et visant a démontrer 


me que non seulement le sérum sanguin, mais aussi Ja lymphe 
‘ sous-cutanée des lapins, sont & méme de détruire la virulence 
des spores charbonneuses. 

a Deux.travaux vinrent ensuite simultanément nier ce fait, qui 
a est d’une importance capitale pour ce qui concerne la doctrine 


de Vimmunité. 

Un de ces travaux appartient 4M. Trapeznikoff*, et l'autre est 
de moi*; ce dernier, qui porte le méme tilre que cet article, est 
évidemment resté inconnu a M. Pekelharing. 

Mes recherches s’accordent parfaitement avec celles de 
M. Trapeznikolf, pour montrer que la lymphe sous-cutanée des 
lapins non seulement est hors d'état d’agir contre les spores du 
charbon, mais peut au contraire leur offrir un excellent milieu 
nutritif. 

OM. Pekelharing renfermait, comme on sait, les spores du 
charbon dans un sac de papier parcheminé qu’il introduisait 
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ensuite sous la peau des animaux; il trouvait ainsi que, onze jours 
apres, l’inoculation du contenu de ces sacs sur les lapins neufs 
ne déterminait plus Ja septicémie charbonneuse. 

Aulieu des sacs de papier parcheminé, qui'sont sujets a plu- 
sieurs inconvénients, j’employai de petits tuyaux de collodion 
qui peuyent étre fermés hermétiquement, de maniére a ne laisser 
pénétrer aucun leucocyte : placés sous la peau des animaux, ils se 
remplissent, en peu de, temps, d’une lymphe limpide et transpa- 
rente. 

J’ai donné le moyen de préparer ces tuyaux de collodion 
dans le travail’ o& jai montré quwils permettaient d’obtenir a 
état de pureté la lymphe du sac dorsal des grenouilles. Apres 
moi, deux savants italiens, MM. Morpurgo et Tirelli®, ont obtenu 
dans ces tuyaux, sous la peau des lapins, le développement des 
bacilles de la tuberculose, comme j’avais obtenu, un an aupara- 
vant®, celui des bacilles de la morve et du charbon. 

Pendant mon récent passage dans le laboratoire de M. Met- 
chnikoff & |’Institut Pasteur, j’ai eu aussi ]’occasion d’employer 
dans quelques recherches cette méthode, reconnue des meilleures 
pour se procurer la lymphe sous-cutanée des animaux a I’état 
de pureté absolue. 

Les recherches que jai ainsi faites, pour vérifier au juste 
Yimportance des conclusions de M. Pekelharing, consistaient 
précisément a fabriquer ces tuyaux, a renfermer dans leur inté- 
rieur Jes spores charbonneuses, et enfin a les introduire sous la 
peau des lapins. 

La lymphe sous-cutanée y pénétre peu a peu, vient baigner 
les spores qui germent, et le contenu se transforme bientét en 
riche culture de bacilles charbonneux asporogénes et tres virulents. 

Cependant, apres quelques jours (soit que la culture manque 
de substance nutritive, ou soit génée par l’exces des produits 
d’échange des microbes), le développement d’abord si vigoureux 
s'arréte, et les bacilles dégénérent et meurent comme ils le 
feraient dans tout autre milieu nutritif. 

Il y a pourtant une différence entre les cultures au contact de 
Pair et celles quise font dans nos tuyaux placés sous la peau des 

-4. Centralblatt fiir Bacteriologie und Parasitenk., 1891, n° 14, 15, 16. 


2. Archivio per le scienze mediche. Juin, 1892. 
3. Loc, cit. Juin 4891. , 
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lapins ; elle réside dans ce fait tres simple, que dans le premier 
cas, apres ]a mort des formes végétatives, les spores survivent, 
et par conséquent la virulence se conserve indéfiniment, tandis 
que dans le second cas les spores ne peuvent pas se former, de 
sorte que les formes végétatives dégénerent et meurent, et simul- 
tanément progressent l’atténuation et l’extinction du virus. 

Il va saus dire que l’on peut arriver plus ou moins vite a ce 
résultat, suivant que les tuyaux sont plus oumoins volumineux ou 
que leurs parois plus ou moins minces favorisent plus ou moins 
Varrivée de lalymphe nouvelle et le renouvellement du milieu 
nutritif. 

Mais, en général, avec de buns tuyaux perméables d’envi- 
ron 4 c.c., le virus mortel pour les animaux peut encore s’y con- 
server vingt-sept jours. Plus tard, le contenu des tuyaux n’est 
plus virulent, et les énormes masses de filaments provenant des 
spores ensemencées aboutissent ala dégénérescence et ala mort. 

Cela démontre que les spores ne furent pas tuées, mais au 
contraire ont subi leur évolution normale. 

M. Trapeznikoff avait aussi trouvé dans ses doubles sacs de 
papier parcheminé des spores virulentes, méme aprés quarante- 
cing jours passés sous la peau des animaux. 

A cette constatation, M. Pekelharing objecte que, si ces spores 
ne sont pas mortes, c'est que, dtravers la double feuille des sacs, 
la lymphe ne pouvait pas pénétrer pour exercer son action bac- 
téricide. | 

Je ne crois pas ala justesse de cette objection. Je crois au 
contraire que les difficultés de pénétration de la lymphe entra- 
vaient la germination, et, avec elle, le développement et |’épui- 


-sement du virus, lequel pouvait ainsi se maintenir longtemps 


inaltéré. En ce qui concerne donc l’action bactéricide des 
humeurs dans les animaux sensibles vis-a-vis des spores du 
charbon, la question reste & présent évidemment en faveur de 
la théorie et des idées de M. Metchnikoff. 


REVUES ET ANALYSES 


LA DISTRIBUTION DE LA MATIERE ORGANIQUE 
ET DES MICROBES DANS LE SOL 


REVUE CRITIQUE 


Il n’y a guére de question qui ait été plus étudiée que celle-ci, 
tant au point de vue agricole qu’au point de vue microbien. Maintenant 
que la microbie et agriculture ont contracté alliance, on peut utiliser 
les notions gu’elles ont récoltées toutes deux pour faire ia synthése 
des phénoménes qui se passent dans les couches superficielles du sol, 
et c’est la le tableau que je voudrais essayer de tracer, en m’en tenant, 
bien entendn, a ses lignes générales. 


I 


Voyons d’abord ce qui est relatif 4 la distribution de la matiére 
organique. Cette distribution peut étre envisagée soit dans sa quantité, 
soit dans sa qualité. Gommengons par la question de quantité, parce 
quelle est la plus courte a régler. Il suffit en effet de réfléchir un 
instant pour voir que la matiére organique végétale ou animale . 
arrive surtout au sol par la surface. Ilest rare que la partie du végétal 
enfoncée dans le sol égale en poids la portion qui en sort, et que la 
matiére organique des racines fasse équilibre a celle des branches et 
des feuilles. Pour beaucoup de végétaux, les racines elles-mémes sont 
assez superficielles, et, bien qu’on en trouve souvent des brins 4 t métre 
ou 1™,50 de profondeur, c’est surtout au voisinage du collet qu elles 
développent d’ordinaire leur lacis le plus abondant. 

Pour éviter de nous mettre dans un cas particulier, nous supposons 
naturellement que la récolte n’est pas enlevée, et retombe sur la terre 
qui l’a produite : c’est le cas par exemple d’une forét dont tout le 
feuillage et les branches mortes viennent pourrir sur le sol. Comme la 
vie a pour effet nécessaire, tant dans le monde végétal que dans le 
monde animal, de rendre insoluble la matiére organique, la substance 
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des parties aériennes du végétal formerait au pied de l’arbre un tapis 
de plus en plus épais, si les microbeg et la lumiére ne se chargeaient 
de solubiliser ces matériaux ‘morts pour les faire servir 4 I’ édification 
de tissus nouveaux. 

Ce sont les microbes qui sont les agents principaux de cette trans- 
formation, mais avec eux, comme dans les combustions opérées par Ja” 
lumiére solaire, le procés de dégradation est graduel, et se fait d’ordi- 
naire par échelons. Le fait est connu depuis longtemps pour les 
substances ternaires. Avant que M. Pasteur nous eit montré le 
vrai mécanisme des fermentations, on avait remarqué que la destruc- 
tion de la matiére organique se faisait le plus souvent par une série 
graduée de transformations, dont chacune la prenait a un certain 
niveau pour l’amener et l’abandonner a un niveau inférieur. Ainsi le 
sucre donne successivement de l’alcool, de acide acétique, de l’acide 
carbonique ou bien encore de l’acide lactique, de l’acide butyrique, 
de l’acide carbonique. A chacun de ces étages de décomposition une 
partie du carbone, de l’hydrogéne, et parfois de ’oxygéne de la matiére 
initiale disparaissent a l’état gazeux. Dans mes études sur les ferments 
de la caséine, j’ai fait voir qu’il en était de méme pour la matiére 
azotée, et que-les ferments qui la prenaient a l’état initial, a celui 
sous lequel on la trouve dans les tissus vivants, étaient d’ordinaire 
incapables de la pousser au dernier degré de destruction. Il fallait 
pour cela les actions superposées de plusieurs ferments de la matiére 
organique azotée, et, si on les avait confondus jusque-la, c’est d’abord 
parce que leurs formes sont trés voisines, c’est aussi que chacun 
d’eux donne de l’ammoniaque, c’est-a-dire le corps que l’on considérait 
comme le degré définitif de décomposition de la matiére azotée. Cette 
notion est restée exacte, mais a la condition que ]’on fasse de l’ammo- 
niaque, derniére forme de destruction de l’azote, l’équivalent exact de 
l'acide carbonique, derniére forme de destruction du carbone de la 
matiére organique. De méme quwil se dégage de l’acide carbonique 
dans la fermentation alcoolique sans que la décomposition du sucre 
soit compléte, puisqwil reste de l’alcool, de méme il peut se former 
beaucoup d’ammoniaque avec les ferments authentiques de la caséine, 
de la fibrine, et le liquide peut devenir alcalin ou putride sans que la 
décomposition de la matiére organique soit 4 son terme. Des phéno- 
ménes de méme nature se passent dans le sol, et 14 aussi l’ammoniaque 
est, comme l’acide carbonique, le produit commun d’un grand nom- 
bre de microbes. Les recherches récentes de MM. Muntz et Coudon e 
de M. Marchal *, n’ont fait sur ce point que confirmer les miennes. 


1. Comptes rendus, t. CXVI, p. 398. 


2. Sur la production de Fammovierae dans le sol par Jes microbes. Bruxelles, 
1893 , 
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Tous les degrés divers de la transformation de la matidre orga- 
nique, intermédiaires entre V’état initial et l'état définitif d’eau, 
d’acide carbonique et dammoniaque, doivent done se trouver con- 
stamment présents dans le sol avec les termes extrémes, etil est facile 
de comprendre qu’ils doivent présenter en outre tous les degrés. de 
solubilité. La matiére initiale, celle qui est le point de départ, est 
insoluble, du moins dans quelques-unes de ses parties. La cellulose du 


bois est insoluble, l'amidon de la graine aussi : de méme la fibrine des — 


muscles : de méme aussi, contrairement aux apparences, la caséine du 
lait. Les termes extrémes de la destruction, acide carbonique, ammo- 
niaque, sont non seulement solubles, mais volatils. Entre ces extrémes 
se ringent les séries de corps intermédiaires, dont les premiers, ceux 
qui sont les plus voisins des corps de départ, les peptones pour les 
substances albuminoides, les dextrines, les gommes pour les substances 
ternaires, sont des corps colloidaux, portant encore la trace de leur 
structure organisée. Puis la solubilité dans l'eau devient plus parfaite ; 
puis apparait la faculté de cristalliser, qui correspond d’ordinaire a 
un haut degré de simplification de la molécule. Puis enfin on a affaire 
& des corps de constitution bien connue, comme par exemple la 
tyrosine, la leucine, le glycocolle, les sels ammoniacaux a acides 
gras, etc. 

C’est ici que nous allons voir apparattre la question de qualité dans 
la distribution de la matiére organique. Une fois solubilisée par 
Yaction des microbes, elle peut étre entrainée par l’aclion des arrosages 
et des pluies, et entrer dans le sol. La, si elle ne rencontrait pas 
d’obstacles 4 sa circulation, elle pénétrerait comme l’eau, viendrait 
ressortir dans les sources, et, au lieu d’eaux pures et limpides, nous 
verrions jaillir des eaux defumier, lacouche végétale renouvelant sans 
cesse la fumure. S’il n’en est pas ainsi, c’est que le sol arréte au pas- 
sage la matiére organique colloidale ou soluble entrainée par les pluies, 
et maintient ainsi, en quantité, cette matiére organique confinée dans 
ses couches supérieures, ot la végétation pourra les utiliser. Mais 
il fait plus : il se laisse pénétrer, en moyenne, d’autant plus facilement 
et d’autant plus profondément que la matiére organique est plus éloi- 
gnée de l'état colloidal et plus rapprochée de l'état soluble, de sorte 
que la distribution en qualité n’est pas calquée exactement sur la dis- 
tribution en quantité, et qu’a cdté du tassement il y a un commen- 
cement de classement. 

Qu’est done cette puissance absorbante du sol qui produit de tels 
miracles ? Il suffira, pour s’en faire une idée, de rappeler briévement les 
étapes de sa découverte. En 1848, Huxtable et Thompson constatent 
qu’en faisant filtrer du purin sur de la terre arable on obtient un 


* 
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liquide limpide et a peine chargé de matiére organique, la terre 
arable ayant A peu prés tout retenia..in méme temps, H.S. Thompson 
découvre que cette puissance absorbante ne s’exerce pas seulement sur 
la matiére organique complexe, et qu’une dissolution d’ammoniaque 
ou d'un sel ammoniacal s’appauvrit au contact d’une terre arable. 
En 1850, Th. Way étend cette observation a diverses bases, l’explique 
inexactement en y voyant des actions de l’ordre chimique, mais n’en 
tire pas moins Ja conclusion, neuve et hardie pour son époque, que la 
forme sous laquelle on donne V’engrais aux plantes est indifférente. 
Cette conclusion fut confirmée quelque temps aprés par Liebig, a la 
suite de recherches dans lesquelles il avait constaté que, quand on 
filtrait des solutions de silicates alcalins, la silice était retenue avec 
Palcali, et qu'il en était de méme pour les phosphates. 

C'est Brustlein ! qui montra le premier que cette absorption n’avait, 
a aucun degré, le caractére d'une action chimique. L’absorption de 
Pammoniaque en dissolution varie avec la concentration, le temps du 
contact, et s’observe avec des corps de structure et de constitution 
chimique trés variées, le terreau, la tourbe, le noir animal, etc. De 
plus ’ammoniaque absorbée n’a pas été transformée ni insolubilisée, 
car on peut l’extraire 4 nouveau par un lavage. Il ne s’agit la que 
d’actions de contact, analogues a celles quifixent une matiére colorante 
sur un tissu, ou méme de puissance moindre, car l’adhésion d’un sel 
ammoniacal pour le sol est beaucoup moins intime que celle d'une 
tache de vin sur une nappe. 

Les recherches faites depuis, surtout par M. Schloesing, ont con- 
firmé cette maniére de voir, et l'image d’une tache, 4 laquelle nous 
venons d’arriver, est la meilleure fagon de se représenter ces phéno- 
ménes. Une goutte de vin qui tombe sur une nappe, une goutte de 
teinture de tournesol ou d'indigo sur une feuille de papier, donnent 
deux cercles concentriques d’une remarquable netteté*, dont les 
diamétres sont toujours dans le méme rapport un par rapport a 
Yautre, tant qu’on ne change que le volume de la goutte qui tombe. Le 
cercle intérieur est seul coloré. Cela témoigne que la matiére du corps 
absorbant retient plus activement la matiére colorante que leau, et 
c’est 14 en gros l'image de ce qui se passe dans la terre arable, qui 
retient les éléments’ organiques en solution dans l’eau, et ne laisse 
passer que de l’eau a peu prés pure. 

Mais 4 cdté des corps qui retiennent plus énergiquement la matiére 
en dissolution que l’eau ily en a quin’exercent aucune action élective, 


1. Ann. de Ch. et de Phys., t. 56, 3° série, 4859. 


2. Voir la-dessus les travaux de Goppelsroeder et les miens. (Ann. de Ch. et de 
Phys., t. XXV, 4@ s. 4872.) 
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et donnent des taches de coloration uniforme. Tel est le cas pour les 
solutions d’alun de chrome, de protochlorure de fer un peu concentré, 
de sulfate de cuivre ammoniacal, et, sans aller si loin, d’encre ordi- 
naire, qui teint le papier buvard d'une teinte plate, sans aucune trace 
des cercles concentriques que montre une tache d’orseille ou d’indigo. 
Cest 14 Pimage des corps poreux qui laissent traverser intégrale- 
ment la solution dont on les baigne. Tel est par exemple le sable 
quartzeux, quand il est un peu gros, pour les dissolutions organiques 
quw’il laisse filtrer: ¢’est a peine s'il les appauvrit au passage. Enfin, 
nous avons aussi des exemples de solutions qui donnent sur le papier 
des taches a cercles concentriques, dont le plus extérieur est le plus 
coloré, c’est-a-dire qui retiennent l’eau plus puissamment que la 
matiére colorante. Tel est par exemple le cas pour les solutions de 
cyanure rouge de potassium, ou pour les solutions étendues de_per- 
chlorure de fer. Une dissolution de sel marin se comporte de méme, 
et du papier qu’on y plonge absorde plus d’eau que de sel. C’est ’image 
de ce que fait le sol avec les chlorures et les nitrates, qu’il laisse dispa- 
raitre trop facilement avec. les eaux de drainage; une partie impor- 
tante des substances salines gu’on trouve actuellement dans la mer 
était certainement répartie autrefois dans les couches terrestres d’ou 
les eaux les ont éliminées peu a peu, par des actions capillaires ana- 
logues a celles que nous essayons de décrire, pour les amener 4a la 
mer d’ou elles ne peuvent plus revenir. C’est un mécanisme identique 
qu'on a fait fonctionner depuis quelques années, pour le dessalage des 
terrains de la Camargne. 

Jai déja développé ces idées a plusieurs reprises, méme dans ce 
Recueil, et je n’insiste par conséquent pas davantage. Je ne voulais 
montrer qu’une chose, c’est qu’il résulte de ces actions si précises, - 
mais parfois si délicates qu’elles en deviennent instables et capri- 
cieuses, une distribution qualitative des matiéres organiques, plus ou 
moins complétement solubilisées par les microbes. Toutes choses 
- égales dailleurs, ce sont les matériaux les plus solubles qui pénétrent 
le plus profondément dans le sol, les matériaux les plus colloidaux et 
les plus voisins de l’état insoluble qui restent les plus voisins de la 
surface. La profondeur a laquelle les uns et les autres s’enfoncent 
dépend, pour un méme sol, de leur abondance, car la puissance 
absorbante d’une terre n’est pas indéfinie, et, pour des solutions iden- 
liques de matiéres organiques, de la nature, de la porosité et de la 
compacité du sol, c’est-d-dire, en somme, de la composition et de la 
surface de développement de la paroi absorbante. 

Au sujet de la composition du sol, il y a a remarquer que ce sont 
les corps colloidaux qui ont, toutes choses égales d’ailleurs, la plus 
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grande puissance absorbante. Ainsi ’humus et V’argile sont de plus 
puissants absorbants que les calcaires cristallins et le sable quartzeux. 


Quant a Vinfluence de la porosité du sol, nous allons nous en faire 


une idée en cherchant comment sont retenus, dans la filtration au 
travers du sol, les corpuscules solides et en particulier les germes 
de microbes que les eaux de pluie tendent — entratner 
dans les profondeurs. : 

‘Nous pouvons pour cela revenir & notre comparaison avec le 
papier a filtrer. Lorsqu’on filtre & travers du papier un. précipité 
d’oxalate de chaux ou de sulfate de baryte, ou une eau trouble a 
travers une bougie d’amiante ou de porcelaine, si le liquide passe 
limpide, ce n’est pas du tout que les éléments retenus soient de 
dimension plus grande que celles des pores a traverser, et’ soient 
retenus a la fagon de Ja salade dans un panier +. Ils pourraient au 
contraire trés facilement traverser le papier ou la porcelaine, si, dans 
ce passage, ils n’étaient obligés de circuler a petite distance de surfaces 
absorbantes qui Jes attirent, les happent au passage, et s’en recou- 
vrent comme d’un vernis. Les chances quils ont d’étre immobilisés 
dépendent donc directement du rapport des surfaces filtrantes au 
volume du filtre, c’est-a-dire de sa porosité ou du degré de ténuité 
capillaire des canaux irréguliers et anastomosés qui le traversent. 
De sorte qu’en revisant d'un coup d’ceil ensemble des conclusions 
auxquelles nous sommes arrivés nous voyons que ce sont les mémes 
forces d’adhésion capillaire qui retiennent dans les couches superfi- 
cielles du. sol les substances organiques et les germes de microbes, 
cest-d-dirs la matiére alimentaire et les étres microscopiques qui s’en 
nourrissent. 


II 


Il y a plus. En amenant, comme nous l'avons vu, une distribution 
qualitative de la matiére organique suivant l’épaisseur, les mémes- 
forces aménent aussi, et simullanément, une distribution qualitative - 
des microbes. Il est clair que la matiére organique la plus voisine de 
son étal primitif, la plus colloidale, étant cantonnée de préférence dans 
les couches superticielles, c’est la qu’habiteront aussi de préférence 
les microbes chargés de la transformer. Ces microbes sont naturelle- 
ment les plus difficiles sur leur alimentation, ceux qui ont besoin des 
matériaux les plus nutritifs, de ceux que nous utilisons nous-mémes, 
Ul faudra, pour les cultiver, leur offrir de la gélatine, du bouillon, des 
peptones en solution concentrée. Le prix dela vie augmenterait beau- 


1. Voir mon Cours de Physique et de Météréologie. Paris, Hermann, 41892. 


coup si nous nous nourrissions comme nous nourrissons dans nos 
laboratoires les microbes de cette catégorie; il n’y a pas de malade a 
qui on offre des bouillons plus concentrés et en apparence plus 
savoureux. 

Dans les couches profondes du sol, au contraire, 14 ott n’arrive que 
de la matiére organique déjad profondément dégradée, les microbes 
qui les transforment et en achévent le gazéification ne sont plus 
difficiles sur leurs conditions d’existence. J’ai montré' que quelques- 
uns d’entre eux ne peuvent pas consommer la matiére organique 


initiale, soit qwils ne sécrétent pas normalement la diastase néces-. 


saire 4 la liquéfier, soit parce qu’elle est pour eux une substance inerte. 
Pour cultiver ces microbes, il faudra donc leur offrir des liquides trés 
pauvres en matiéres organiques complexes; souvent des sels ammo- 
niacaux suffiront. Au-dessous d’eux, nous trouverions les ferments 
nitreux et nitriques, que M. Winogradsky a été obligé de cultiver en 
dehors de toute substance organique, dans de la silice gélatineuse, 
et avec de l’ammoniaque comme unique source d’azote. 

Cela nous améne tout droit 4 l’examen critique de ce que nous 
savons au sujet de la distribution des microbes dans le sol. Nous 
avons résumé au fur et a mesure, dans ces Annales, la plupart 
des travaux faits dans cette direction, depuis que M. Miquel leur 
a donné la premiére impulsion *. Aprés avoir cherché une méthode 
sire, qu’elle ne semble pas du reste avoir encore rencontrée, la 
science est pourtant en possession, depuis les recherches de C. Fraenkel, 
d'un procédé de numération capable d’inspirer confiance, mais dont il 
ne faudrait pas, comme nous allons essayer dele montrer, prendre au 
pied de la lettre tous les résultats. 

Les conclusions de ce travail confirment, dans leurs traits généraux, 
ce qu’on savait avant, a savoir que le nombre des microbes va en 
décroissant 4 mesure qu’on s’enfonce dans le sol. A cette notion, 
Fraenkel a ajouté celle d'une distribution trés inégale des microbes 
dans des couches terrestres trés voisines, si bien qu'il peut y en avoir 


1. Ann. de Institut agronomique, t, 1V, 1880. 
~2. Voici les principaux travaux publiés sur ce sujet : 

P. Micuret, Annuaire de ? Obs. de Montsouris, 1879. 

Kocu, Mitel. a. d. Kai. Gesundh., t. I, p. 38. 

L. Apamerz, Recherches sur les champignons inférieurs de la couche arable. 
Leipzig, 1876. . 

Beumer, Sur Ja bactériologie du sol (Deulsch. med. Wochens., 1886, n° 27). 

Macosora, Recherches quantitatives sur les microorganismes. (Giorn d. RK. 
Accad. di med., 1887, t. III.) 

C, Fraenxen, Zeitschrift f. Hyg., t. Il, 1887. 

Voir aussi ces Annales, t. 1, pp. 34 et 246; t. IV, p. 172. 
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beaucoup en un point, et peu ou pas quelques centimetres plus loin. 
Pour donner une idée de ces inégalités dans la distribution, le mieux 
est d’emprunter a M. C. Fraenkel les résultats d’une de ses expériences. 
Voici quelle était, le 4 septembre 1886, Ja distribution des germes 
suivant la profondeur sur un point de la colline de Pfingstberg, dans 


le parc de Potsdam: 


A la surface 95,000 germes par gramme de terre. 

A 0m,25 de profondeur 420,000 — -- — 
0",50 = 65,000 = = 28 
0,75 = 3,000 — ae we 
Am 00 = 600 = a a 
4™,25 a+ 0 = as ae 
4,50 — 709 — = =e 
Qm.00 2 0 fe Aas = 
Qm,50 _ 0 Se ae 
3,00 = 150 = ie ae 
3™,50 — 400 = ee ee 
400 _ 0 = ei oe 
4™,50 — 0 ans nes aie? 


On apergoit, dans cette série de nombres, d’abord l’appauvrissement 
relatif de la couche superficielle, di évidemment a l’action combinée 
de la dessiccation et surtout de la lumiére; on voit aussi Paugmenta- 
tion du nombre de germes a une profondeur de quelques centimétres, 
puis leur diminution non graduelle, mais par soubresauts, telle couche 
contenant des microbes pouvant étre comprise entre deux couches en 
apparence stériles. 

Je dis : en apparence, parce que tous ces résultats, de méme que 
ceux sur lesquels se fonde la notion de la décroissance du nombre des 
germes a mesure qu’on s’enfonce dans le sol, devraient étre accom- 
pagnées d’un correctif. Il faudrait dire : diminuent de nombre les 
étres microscopiques cultivables dans les bouillons ou gélatines con- 
centrés que nous employons dans nos laboratoires. Ceux-la, nous 
venons de le voir, doivent précisément habiter les couches superfi- 
cielles les plus riches en matiére organique complexe, et ils deviennent 
rares, ou méme ils manquent, 4 mesure qu’on aborde des profondeurs 
oll ne pénétrent que par exception, sous forme de racines ou de radi- 
celles, ou encore par des fissures trop larges pour que les attractions 
capillaires puissent se manifester, de la matiére organisée ou de la 
matiére organique dans l'état ot on la trouve dans les tissus d’un 
animal ou d’un végétal. Dans les profondeurs, au contraire, habitent 
de préférence les microbes peu exigeants, ceux qui redoutent le 
contact des gélatines et des peptones, et si on changeait les bouillons 
de culture, si on prenait pour cela de l’eau pure ou trés peu chargée 
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de matiére organique trés simplifiée, glycocolle, sels ammoniacaux a 
acides organiques, etc., on trouverait sirement une distribution tout 
autre que celle que nous connaissons. Peut-étre méme que les ferments 
nitreux et nitriques sont plus abondants dans la profondeur que dans 
les couches voisines de lasurface, et peut-¢tre aussi qu’au lieu de dimi- 
nuer ils iraient en augmentant & mesure qu’on s’éloigne de la surface, 
si la loi générale de la diminution de la matiére organique, complexe 
ou simple, avec la profondeur, ne rendait pas de plus en plus rare la 
matiére nutritive, et n’empéchait par conséquent la prolifération, 
dans les couches profondes, des microbes qui, par godt et par nature, 
fuient le voisinage de la couche d’humus et de fumier qui forme la 
crotite superficielle. 

C’est évidemment en se placant dans le méme ordre d’idées qu’il 
faut concevoir cetle stérilité absolue, constatée par M. Fraenkel dans 
des ‘couches terrestres placées en sandwich entre deux couches peu- 
plées et méme fertiles. Ce qui est seulement démontré, c’est la stéri- 
lité en germes capables de se revivifier dans des milieux organiques 
trés nutritifs. Sans cette réserve, le mot stérilité ne se comprendrait 


‘pas, car rien que la diffusion aurait dd amener dans la couche inter- 


médiaire de la matiére organique existant dans les deux couches 
supérieure et inférieure, et, avec la mati¢re organique, les microbes 
auraient pénétré comme ils pénétrent partout, méme dans les espaces 


’ capillaires qui n’en laissent pas filtrer les germes, c’est-a-dire par voie 


d’ensemencement et de multiplication. On s’explique au contraire trés 
bien que la matiére organique de la couche infertile ne soit pas la 
méme que celle des couches voisines, soit parce que les éléments qui 
la composent n’ont pas la méme faculté absorbante que ceux des 
couches peuplées, soit que la matiére organique qui y a pénétré ait 
été détruite plus vite, et ait laissé place 4 des ferments vivant de ses 
produits de destruction, et se refusant 4 la culture en gélatine pepto- 
nisée. Une couche ov la nitrification est active est par 14 méme une 
région ow les ferments qui vivent dans nos bouillons de laboratoire, 
ne peuvent pas prospérer ni méme vivre. Les différences de composi- 
tion chimique du sol, de composition organique de deux couches 
voisines sont la loi dans la crotite terrestre, et le nombre des combi- 
naisons possibles entre ces quatre éléments, quantité et qualité de la 
matiére organique, quantité et qualité des microbes, est assez grand 
pour expliquer: d’une fagon suffisante les irrégularités et les contra- 
dictions apparentes relevées par un mode d’expérience qui, en n’étu- 
diant qu’une face de la question, conclut qu'il n’existe rien 1a o on 
ne trouve rien. . 

S’il en est ainsi, on comprend aussi que cette inégalité et cette 
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apparente singularité de la distribution des germes ne se réalise pas 
partout. Elle doit étre en particulier beaucoup moins apparente dans 
les terres bien homogénes. C’est ainsi que M. Kramer‘ n’a observé 
rien de pareil dans un sol argileux et assez chargé d’humus qu'il a 


exploré jusqu’a 1",65 de profondeur. Les moyennes de trois expé- : 


riences faites en un méme point ont donné les nombres suivants : 


A0™,20 de profondeur 650,000 germes par gramme de terre. 


m,30 ee 300,000 ee 

0m,70 ss 216,000 — a 

4m, 00 = 36,000 = 

4m,20 oh 5,600 == 

4,40 = 700 = - 
40,63 es quelques germes _ : 


Ici la décroissance est réguliére, bien qu'elle ne soit pas uniforme. — 
La conclusion de tout ce qui précéde est done que, sans faire fi des 
résultats acquis, il faut avoir en eux une confiance limitée. Une autre 
conclusion est que, pour avancer dans I’étude de la question, il faut 
employer d’autres méthodes, et en particulier ne pas se contenter des 
ensemencements en gélatine peptonisée qui ont seuls servi jusqu’ici. 
Quand M. Winogradsky a voulu isoler, par cultures sur plaques, les 
ferments nitreux et nitriques qui existent dans tous les sols, c’est préci- 
sément dans les portions de plaques de gélatine ol aucune colonie 


n’avait apparu qu'il recherchait les germes de ses microbes, pour les | 


transporter dans un milieu ot il supprimait tout azote organique. 
C’est encore dans des milieux ne contenant pas d’azote qwil a du 
ensemencer, pour en obtenir des cultures, les microbes fixateurs 
d’azote dont il a commencé l’étude. Si on ajoute a ces microbes hos- 
tiles aux milieux azotés ces beggiatoa des eaux sulfureuses, et ces 
bactéries des eaux ferrugineuses étudiées par le méme savant, si on 
ajoute la tribu confuse encore, mais qui se débrouille peu a peu, des 
bactéries pathogénes qui nous arrivent par les eaux potables, et qui 
ne se développent pas bien dans les gélatines 4 la peptone, ou y sont 


écrasées par des espéces plus adaptées au milieu, on voit qu’il y a beau- | 


coup d’espéces qui nous ont échappé dans nos numérations, et on voit 
aussi qu’il faudra, pour étudier comme ils doivent l’étre les microbes 
du sol, recourir 4 des méthodes un peu moins rudimentaires que 
celles qui consistent & ensemencer dans la gélatine peptonis ée un cen- 
timétre cube d’eau ou un gramme de terre 


Ajoutons enfin que dans tout ce qui précéde je n’ai pas parlé des 


anaérobies. Il y a constamment, comme on sait, de acide carbo- 
nique dans le sol, et en proportion croissante avec la profondeur. 


1. Die Bakteriologie inthren Besiehungen sur Landwirthschaft, Vienne, 1890. 


¥ 


‘lel ‘\wiak 
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Sans doute, il y a toujours aussi de Voxygene, mais de ce que, en 
moyenne, on ne trouve jamais qu’un mélange ou, le gaz azote mis a 
part, Poxygéne domine, il ne faut pas conclure qu’il n'y a partout 
que des actions aérobies et que la vie anaérobie est impossible. De 
ce que dans une cave ou fermente de la vendange l’air reste toujours 
respirable s'il y a une bonne ventilation, il ne faut pas conclure qu'il 
n’y a pas quelque part des cellules anaérobies en action, méme en 
action puissante. Toutes proportions gardées, les anfractuosités et les 
vides de la terre arable sont des caves plus ou moins bien aérées, 
mais dont les coins recélent bien des ferments anaérobies. De ceux-ci, 
il n’a pas encore été question: c’est donc encore une questiona reprendre. 

La meilleur maniére de résoudre le probléme général qui se pose 
est peut-étre d’en chercher une foule de solutions particuliéres rela- 
tives chacune & un microbe déterminé. Il n’y a qu’a étudier le mode 
de distribution dans le sol des microbes que nous connaissons déja, 
et de ceux que nous arriverons 4 connaitre. On a dressé, au prix de 
recherches nombreuses, le catalogue de tous les microbes rencontrés 
dans le sol : c’était un travail bien inutile. Tows les microbes doivent 
exister dans le sol, car d’o viendraient-ils, si ce n’est de 1a? Dés lors, 
on est autorisé, dés qu’on connait la physiologie, les besoins alimen- 
taires et les moyens de culture d’un microbe quelconque, 4 rechercher 
comment ses germes sont distribués dans lépaisseur de la crotte 
terrestre. C’est par une multitude de ces recherches individuelles, 


x 


chacune consacrée 4 un microbe déterminé et bien connu, qu’on 
arrivera a se faire une idée de la distribution des microbes dans le 
sol, plutét que par ces expériences en bloc dans lesquelles on récolte 
de V’incertain pour avoir semé de l’inconnu. 


DucLavx. 


” 


M. Werntxe : Contribution expérimentale 4 la connaissance du bacille 
diphtérique de Leeffler et 4 la sérumthérapie (Archiv fur Hygiene, 
t. XVII, 1893). 


M. Wernike décrit dans ce mémoire ses tentatives pour immuniser 


contre la diphtérie de grands animaux, et notamment les chiens, dans 


le but d’obtenir de grandes quantités de sérum pour traiter l’‘homme. 

Jusqwici on regardait les chiens comme presque généralement réfrac- 

taires vis-a-vis de cette maladie. MM. Roux et Yersin parvinrent les 

premiers a la donner a ces animaux. M. Wernike expose dans cet 

article des résultats analogues : il donne, et méme trés facilement, la 

diphtérie aux chiens. Il faisait d’ordinaire ses expériences avec une 
53 
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culture en bouillon 4gée de deux jours et trés virulente, qui tuait les 
cobayes aux doses de 0,0075 c. c.; 0,005 c. c. Les chiens inoculés sous 
la peauavec la méme culture, aux doses de 0,4. c.,1¢.C¢., mouraient 
tous en peu de jours. Chez eux la marche générale de la maladie était 
_ analogue 4 celle des cobayes, avec la méme courbe’ caractéristique 
de la température et la paralysie des extrémités. Les données bacté- 
riologiques étaient aussi les mémes; on ne trouvait des bacilles de la 
diphtérie qu’a l’endroit de l’inoculation, ov ils périssaient rapidement. 

M. Wernike choisit alors une nouvelle méthode d’immunisation 
contre la diphtérie : celle de l’alimentation avec de la viande diphté- 
rique. Ilaimmunisé des chiens en les nourrissant d’un coté exclusivement 
avec de la viande d’une brebis immunisée contre la diphtérie, et d'un 
autre avec celle d’une brebis morte d’une diphtérie chronique. Avec la 
viande de la premiére brebis on nourrissait 2 chiens; un jeune chien 
(A) pesant 5 1/2 kilogrammes, et un chien adulte (B) de 33,5 kilo- 
grammes. Le jeune chien avait recu durant six jours une quantité de 
viande égale au poids de son propre corps, tandis que l’autre (B) n’en 
avait recu qu’un tiers du poids de son corps. Pendant toute la durée 
de cette alimentation, on ne remarqua aucune réaction de l’organisme. 
Aprés trois jours, on inocula sous la peau du jeune chien 0,5c. c. dela 
culture virulente en bouillon. Le témoin mourut le quatriéme jour; 
quant au chien A, il présenta pendant quelques jours des phéno- 
ménes morbides, n’ayant apparemment qu’un caractére local (un 
cedéme et une petite infiltration); état général était normal. Il 
faut noter encore que les bactéries diphtériques se conservérent 
longtemps (44-24 jours) a lendroit de linoculation : le chien. les 
léchait constamment, mais cela ne lui faisait aucun mal. Quelques 
jours plus tard il se forma un cedéme sur le venire et sur la ligne 
médiane de la poitrine de ce chien; a cela se joignit bientét une 
inflammation cutanée. Mais tous ces phénoménes disparurent rapi- 
ment et l’animal guérit complétement. 

Quant a la viande provenant de la brebis morte de la diphtérie 
chronique, M. Wernike s’en servit pour nourrir aussi deux: chiens 
(C et D). 

Partant de Pidée que la nutrition par fh viande de la brebis immu- 
nisée donne une immunité plus stable que celle de la brebis ayant eu 
la diphtérie chronique, M. Wernike fit ultérieurement ses expériences 
de contréle sur l’immunité acquise avec une dose double : ainsi le 
chien B (nourri par la viande de la brebis immunisée) recut 1 c. c. 
de culture virulente, tandis que le chien C et celui de contrdle n’en 
recurent que 0,5 c. c. Cela eut pour résultat la mort du chien BS par 
contre, le chien C resta vivant. 


ee Ne Nt i) a 
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~M. Wernike déduit de ce dernier fait, ainsi que des expériences 
exposées plus haut, les conclusions suivantes : 1° La nutrition des chiens 
avec de la viande @une brebis immmisée contre la aiphtérie peut lui 
donner Pimmunité contre cette maladie. Ce qui prouve que les substances 
immunisantes se trouvent non seulement dans le sérum, mais aussi 
dans les organes internes. De plus, il conclut que les sucs gastriques 
ne produisent sur les substances immunisantes aucun effet nuisible. 
2° L’immunité acquise a la suite de cette alimentation ne se distingue 
pas par une grande stabilité. La puissance de Vimmunité est en rapport 
direct avec la quantité de viande ingerée. 

S’étant ainsi assuré de la possibilité de donner aux chiens |’im-.- 
munité, M. Wernike essaya de la porter 4 son maximum. 

D’aprés ses expériences antérieures, les toxines des vieilles 
cultures, inoculées & des doses qui ne provoquent qu’un état morbide 
et non la mort, donnent aprés un certain temps l’immunité contre les 
cultures virulentes mortelles. C’est pourquoi, voulant renforcer le degré 
de Pimmunité, il employa une culture diphtéritique 4gée de 4 mois et 
additionnée d’acide phénique. II ne filtrait pas la culture, croyant que 
les bactéries mortes peuvent augmenter sa force immunisatrice. I 
commencea a inoculer de faibles doses, 1 c. c., 2 c. c. et ainsi de suite 
jusqu’a 50-60 c. c. Laréaction chez les animaux ne se manifestait que 
par une tumeur a |’endroit de l’inoculation. Plus les cultures étaient 
riches en bacilles, plus forte était la réaction; la tumeur fluctuante se 
transformait en abcés. Aprés que les chiens furent habitués 4 de 
grandes doses de vieilles cultures, M. Wernike commenga a leur ino- 
culer des cultures en bouillon trés virulentes, et 4 des doses deux fois 
plus grandes que les quantités minima mortelles pour les chiens. Ayant 
commencé par 1c. c., il aboutit 4 170 c. c., c’est-d-dire 4 une dose 
mille fois plus grande que celle qui tue un jeune chien. 

Les chiens réagirent 4 ces grandes doses par des phénoménes de 
nature locale et générale. 

Ces cultures provoquaient une élévation de la température qui 
aprés deux a trois jours atteignait 40°,2-40°,7, et s’abaissait ensuite 
graduellement durant huit jours. Parmi les phénoménes locaux, on 
observait un cedéme dans le derme, qui se transformait en tumeur 
fluctuante. Sur les deux cétés de la colonne vertébrale (l’endroit ou 
l’on faisait ordinairement les inoculations), il se formait des nodosités, 
dont le contenu était purulent et rougeatre. Pour connaitre le sort des 
bactéries séjournant en si grandes doses dans les chiens immunisés, 
M. Wernike ensemengait de ce liquide purulent dans du bouillon et 
sur la gélose, 4 divers intervalles aprés Vinoculation. Il inoculait de 
méme des cobayes: Les ensemencements donnaient des cultures aprés 
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morbides de nature locale (une né¢rose du tissu a l’endroit de lino- 
culation, ou un cedéme sur le ventre et sur la poitrine), aprés quoi ils 
se rétablissaient rapidement. 

L’examen microscopique du méme liquide démontra beaucoup de 
bactéries libres ; les cellules du pus en contenaient aussi. Il est évident 
que la culture s’affaiblit aprés avoir séjourné vingt-huit heures dans 
Yorganisme des chiens immunisés. Cette méme culture affaiblie deve- 
nait de nouveau virulente, si on la débarrassait des cellules du pus 
par réensemencement dans du bouillon. Aprés quarante-huit heures 


on trouvait encore des bactéries dans ce liquide purulent, mais elles" 


se coloraient mal et se trouvaient en grande partie dans les cellules du 
pus; le pus donnait une culture qui ne provoquait méme chez les 
cobayes aucun phénoméne morbide. Aprés quatre jours, on ne trouvait 
guére de bacilles dans les abcés, ni a l'aide d’ensemencement, ni au 
microscope. 

Il résulte detoutes ces expériences : 1° que les bactéries diphtéritiques 
inoculées, méme atres grandes doses, périssent dans Vorganisme des chiens 
fortement immunisés apres y avoir séjourné quelques jours (3 a 4); 
20 que bientét apres Pinoculation on constate déja une diminution de leurs 


~ virulence. 


- La cause de l’affaiblissement et de la mort des bactéries dans l’or- 
ganisme immunisé peut étre attribuée aux éléments cellulaires ou bien 
aux liquides. Dans le dernier cas, ilfaut admettre que ]’action du sérum 
est tout autre 7m vitro que dans animal vivant : tandis qu’on trouve 
les bactéries détruites ou affaiblies dans ce dernier, elles se dévelop- 
pent et pullulent im vitro. 

M. Wernike a aussi fait des expériences sur le traitement de la 
diphtérie. Il opérait avec des cobayes. Il inoculait aux animaux d’expé- 
riences, ainsi qu’au témoin, 0,0075 c. c. dela culture en bouillon. Cette 
dose étant considérable, tous les temoins mouraient de la diphtérie. Le 
sérum fut inoculé aux animaux traités, vingt minutes aprés l’infection a 
des doses différentes, et notamment dans la proportion de 1 pour 100 
du poids de l’animal, de 1 pour 5,000,.de 4 pour 10,000. Il fut con- 
staté que la toxine élaborée par les bactéries inoculées n’était suffisante 
que pour provoquer une nécrose locale; un des animaux traités ne 
présenta méme aucun phénoméne morbide. 

Le résultat de inoculation du sérum, faite huit heures aprés l’infec- 


tion, prouve incontestablement l’activité paralysante du sérum sur les" 
toxines. Méme aprés vingt-quatre heures, c’est-a-dire aprés un laps de’ 


temps ou les toxines avaient déja produit leur effet nuisible (un abais- 
sement de température, une difficulté respiratoire), le traitement 


vingt- Tquatee heures; les hopayes réagissaient par des Subsonic 2 


pret 
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par fas sérum fut encore trés favorable : l'animal se rétablissait peu ‘ 


a peu et enfin guérissait complétement. Le traitement par le sérum 
peut etre efficace aprés des périodes de temps beaucoup plus longues, 
si on inocule aux animaux des doses plus considérables, Un gramme 
de sérum peut étre curatif pour 10 kilos du poids de l’animal, si on 


commence le traitement vingt minutes aprés l'infection, tandis que 
vingt-quatre heures aprés linfection il en faut 1 gramme sur 


400 grammes. M. Wernike avait un sérum dont la force curatrice 


était si grande qu'un gramme de ce sérum immunisait plusieurs cen- 


taines de kilogrammes du poids de l’animal. Sil’on pouvait opérer sur 
Vhomme, il suffirait done de quelques centigrammes de sérum pour 
Pimmunisation de Vadulte, et de quelques milligrammes pour celle 
de l'enfant. 

MM. Wernike et Behring ont en outre employé une méthode neare 
culiére pour donner a l’animal une immunité plus durable. Ils avaient 
antérieurement remarqué que si l’animal avait été infecté par la cul- 


~ 


ture ou par la toxine de la diphtérie, avant ou aprés injection du 


sérum, il gardait plus longtemps l’immunité acquise. Se basant sur ce 
fait, ils commengaient par donner aux animaux un certain degré 
d'immunité en leur inoculant de petites quantités du sérum curatif; 
aprés cela, ils leurs injectaient 4 certains intervalles des doses de 
cultures de plus en plus considérables. La force immunisante du 
sérum de pareils cobayes était supérieure a la force du sérum des chiens 
méme trés immunisés, et ces cobayes eux-mémes supportaient des 
doses de culture suffisantes pour tuer en moins de trois jours 


_ 8,000 cobayes non immunisés. Le sérum du chien est inoffensif pour 


Vhomme, méme sion l’inocule a de fortes doses (40 c. c.). M. Wernike 
décrit trois cas de traitement de la diphtérie des enfants par le sérum. 
Il obtint toutes les fois les résultats positifs. Il reste & savoir si ces 
résultats sont dus au traitement par le sérum, ou sont seulement 


des cas de guérison naturelle. Une statistique plus étendue pourra 


seule résoudre cette question. 
St: 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


INSTITUT. PASTEUR, 


Deianiogn: DU TRAITEMENT PREVENTIF DE LA RAGE, — NOVEMBRE 1893. 


Morsures 
et a la figure 


a la téte simiplesie- ne tice 3? 
multiples... . .| » 


Cautérisations efficuces Braet te ee 3 > | a » | »}» Jo 
— AMET MCUCES 2 Tio. ttre mea reeds oD ail kaa eli san fos allay 
| Pas de cautérisation. ...... Paar mPa We aes ad eae ee (om stad lows |.) t fee hel 3 
- simples. .... | » | » oar » AB 
Morsures aux mains rrauleiplese eye eee 5 » 128i 28] ,| 9 (24 
CGautérisations efficaces’. .. 63. se} >) >| 2 PS fo |» Popo [so 
—_ UMOf ROWCES a rss tals RELY LL [a he elas ae eee SO as 
| Pas de cautérisation...........) 5)» | > | Q4l » | » JAB] » Jo 
Morsures aux mem- } simples... . .| »] » 6|> 6 94| > 4 9 
bres et au tronc multiples. . a (biog bry » Te »| 5 
Cautérisations efficaces. ........) »1>] >» |} 4] o | »-| oto fo 
— 16 [PCUCES 5 So as rdhia se he] A OAS > [eh a te es 
Pas de cautérisation...........) »}» 4] »o 9) » yee Wo iced ss 
HL ODIUUSIMECHIURCS? waecuemc asl eto et tee Po Mee Yel Wee wae) fot 40)| Mea yel bas art fej ot 5s 
MOP SUNES | UZTUR BD) Chi 0 tcl tclstiet aes s alee rt» 1 » 4) » »-1 of» |» 
Morsures multiples en divers points du 
COPS... - +++ - +e eens oece: ne ey | ve | oD ea ean eee »| 2} 2 
Cautérisations efficaces SG aR ASP oN fae Sale Fos Pein seal (oS fa Fea ad bs 
— VLC LICUCES wer ne ete ed Re er Mb an ae SW os fine (5 
Pas de cautévisations.. 2 .-. 5 2. es l\-®| © 1 > | » [Pe Dlcnwles, 
Habits GECNINES Jie ee ee La ee » 4 » » 1} » » 
IMOTSUTCS CM. Ba V.2 OMAN ep cept ct fed a poM Sl aera Beil Mee ley 
Francais et Algériens . ( 
Totaux. Btrangerg. onan las » 4) 


TOWATEGENERAD coy st settee cae eens 


1. Les animaux mordeurs ont été: chiens, 109 fois; chats, 
17 fois; cheval, 1 fois; mouton, 4 fois; pore, 4 fois. 

Errata. — Par suite d’une erreur dans la statistique du 
mois d’octobre dernier, Garreau, Henri, a été porté comme pris 
de rage le 1° septembre; il l’a été en réalité le 1° septembre. 


Le Gérant : G. Masson. 


Sceaux. — Imprimerie Charaire et Cie, 
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